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論文内容の要旨
真核細胞において RNA 結合タンパク質は転写後の遺伝子発現調節に重要な役割を果たしているo 多くの RNA 結
合タンパク質に存在する RNA-recognitionmotif (RRM) は約80アミノ酸からなり研究が進んでいるo この RRM
を持つ RNA 結合タンパク質ファミリーが神経発生に重要な役割を果たしていることが知られている。その一つは
Musashi ファミリーで、ショウジョウバエ d一MSI、アフリカツメガエル Nrp-l 、マウス Msil 、ヒト MSHl が
知られており、いずれも 2 つの RNA 結合領域 (RRMl 及びRRM2) を持ち、未分化な神経前駆細胞で強く発現し
ている。特にショウジョウバエ MSI は外感覚器前駆細胞の非対称分裂に必要であることが明らかにされている。
Musashi ファミリーは種間で構造が保存されており、種を越えて神経系の発生分化に重要な役割を果たしていると
考えられる。私は Musashi タンパク質の線虫相同分子 (MSI- 1) を同定しその解析を行った。
【実験結果】
コンビューターによる検索により、各種動物の Musashi タンパク質と相向性の高い MSI- 1 を線虫ゲノム配列
(RI0E 9 )中より同定した。また、 cDNA の塩基配列を決定し、エクソン・イントロン構造、翻訳開始・終結点、
ORF 領域など遺伝子・タンパク質の構造を明らかにした。アミノ酸レベルにおいて、線虫 MSI-l 全体ではマウス、
ショウジョウパエ Musashi とそれぞれ46、 30%の相向性であったが、 RRM ではそれぞれ約75、 60%の高い相同性
が見られた。
msi-1 遺伝子の生体内での機能を解析するため変異体の作製を試みた。 TMP/UV 法により変異導入を行い、
132.000genome を PCR を用いてスクリーニングした結果、 RRMl を含む1.6kb を欠失した変異体を 1 系統単離する
ことができた。 RT-PCR による解析からこの変異体は欠失後にフレームシフトをおこしており、この変異は 2 つの
RRM を欠き機能しないタンパク質をコードしていると考えられるo
msi-1 変異体は致死でなく稔性で形態的にも正常であった。走行運動や機械・化学刺激に対する反応、摂食・脱
糞行動等の行動も正常であった。しかし、この変異体は交尾の効率が低かった(野生型: 97%、 msiー l 変異体:57%)0 
msi-1 遺伝子を含む20kb のゲノム断片を導入した個体は不完全ながらもこの表現型を回復したことから、この表現
型は msiー l 遺伝子の変異によるものと考えられる。交尾行動はいくつかのステップ (responseto contact. turning. 
vulva location. spicule insertion. sperm transfer) に分けることができ、各ステップに関与する神経細胞が知られ
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ている o MSI-1 の変異体がどのステップに異常があるのか定量化したところ response to contact と turning のス
テップに異常が見られた。
msiー I 遺伝子を含む20kb のゲノム配列中に GFP 遺伝子を挿入した融合遺伝子を作製した。この遺伝子の発現を
解析したところ、神経系特異的な発現が見られた。この遺伝子を msiー I 変異体に導入したところ、変異体の表現型
が回復されたことから GFP の発現は内在性の msi-] 遺伝子の発現を反映しているものと思われるロ GFP の発現は
胎生期の細胞分裂がほとんど終了した 2 -fold stage から見られ、細胞が盛んに分裂しているそれ以前のステージで
は見られなかった。同様に、雄の尾部においても細胞が分裂している L3 幼虫では GFP の発現は見られず、分裂が
ほとんど終わった L4 幼虫から発現が観察された。また、 RT-PCR により msi-] mRNA の発現量を解析したとこ
ろ、分裂期 (26-500cell-stage) の座では形態形成期( 2 -3 fold stag) の症と比較して非常に少ない量の発現
しか検出できなかった。以上の結果は msi-] 遺伝子が神経前駆細胞ではなく分裂後の神経細胞で発現することを示
唆している。
GFP 発現細胞を同定するために神経伝達物質である GABA および serotonin に対する抗体で 2 重染色を行った。
L1 幼虫期の腹部神経束では 6 つの GFP 陽性細胞が存在するがそれらは全て GABA 陽性の神経であった。しかし頭
部の神経細胞では GFP と GABA の染色は必ずしも一致しなかった。さらに、 msi-] 変異体は GABA 抗体によって
野生型と同様の染色が見られた。成虫雄においては ray と呼ばれる感覚神経を含む多くの尾部神経細胞で GFP の発
現が見られた。また、 turning に関与する神経として CP 神経とよばれる 6 つの雄特異的な serotonin 陽性の運動神
経が知られている。 GFP の発現が 4 つの CP 神経で観察された。 serotonin の合成経路が異常である cat-4 変異体
は turning が異常であるが、 msiー I と cat-4 の 2 重変異体は単独の変異体よりひどい表現型を示した。さらに、 msi­
l 変異体では CP 楠経が正常に染色されたことから、 msi-] 変異体の表現型の主な原因は CP 神経以外の神経による
ものであると考えられる o
【考察】
他種の Musashi ファミリーは分裂能力のある神経前駆細胞で強く発現しているが、線虫 MSI-1 は分裂後の細胞
で発現していた。マウス Msi1 は一部の分化した細胞でも発現しており、またショウジョウパエの複眼形成において
d-MSI は分裂後の光受容細胞の生存または分化に関与している o Musashi タンパク質は前駆細胞だけでなく分裂
後の神経細胞においても役割を果たしていると考えられる。
msiー l 遺伝子は L1 幼虫腹部において GABA 陽性細胞で発現していたが、 GABA の合成異常の変異体は msiー l
変異体に見られないような激しい運動異常を示した。また msi-] 変異体は GABA 抗体によって正常に染色された。
さらに、 msi-] 遺伝子は turning に関与する CP 神経で発現していたが、 msi-] と cat-4 の 2 重変異体では表現型
が増強され、また、 msi-] 変異体では CP 神経が正常に染色された。以上のことから msi-] 変異体の交尾行動異常
は GABA や serotonin の陽性細胞の異常によるものではないと思われる。感覚神経である ray は response to conｭ
tact や turning 行動に関与していることが示されている。 msi-] 遺伝子は雄尾部においてこの ray を含む多くの神
経細胞で発現しており、これらの神経細胞の異常が msi-] 変異体の交尾行動の異常の原因になっていると思われる o
【まとめ】
msi-] 遺伝子は他の生物同様に神経細胞に特異的に発現しており、複雑な神経系の活動による交尾行動において
重要な役割を果たしている。
論文審査の結果の要旨
本論文は、神経系特異的に発現する RNA 結合タンパク質 Musashi の機能の解明を目指したものであり、モデル
生物である線虫を用いて生体内における musashi 遺伝子の機能を個体レベルで解析し、 Musashi タンパク質の神経
系における役割についてその一端を明らかにしたものである。線虫 musashi 遺伝子の同定を行い、 RNA 結合領域に
おいてショウジョウバエあるいは脊椎動物の Musashi タンパク質と高い相同性があることを明らかにした。さらに、
RNA 結合領域を欠失した musashi 変異体を単離することに成功し、この変異体では神経系の複雑な働きによって制
? ?円。
御される雄の交尾行動が異常になることを明らかにした。 GFP レポーター遺伝子を利用して musωhi 遺伝子の発現
を解析し、この遺伝子が神経系特異的に分裂後の細胞で発現していることから線虫において Musashi タンパク質が
神経細胞の機能または分裂後の成熟過程に関与する可能性があることを示した。
本論文により明らかとなったこれらの一連の事実は、神経系における musashi 遺伝子の新たな機能を示唆するもの
であり、学位の授与に値すると判断された。
円。
